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Resumé: 
Tidligere forsøg har vist, at en SNP-mutation på KdgR-genet i Salmonella Typhimurium, er langt 
mere effektiv i kolonisering af tarmen, i forhold til vildtypestammen. I dette projekt er KdgR-SNP-
mutationen undersøgt yderligere, og det er undervejs undersøgt, hvilken effekt virulensgenerne SPI-
1 og -2 har på koloniseringen, samt hvilken effekt værtens Nramp1-gen ligeledes har.  
I dette projekt anvendtes fem grupper af mus; Gruppe 1 var kontrolgruppe, af genotypen Nramp1-/- 
og blev inficeret med sterilt saltvand. Gruppe 2 var af genotypen Nramp-/- og blev inficeret med S. 
Typhimurium wt og kgdR-SNP. Gruppe 3 var af genotypen Nramp1-/- og blev inficeret med S. Typhi-
murium wt-ΔSPI og kgdR-SNP-ΔSPI. Gruppe 4 var af genotypen Nramp1+/+ og blev inficeret med 
S. Typhimurium wt og kgdR-SNP. Gruppe 5 var af genotypen Nramp1+/+ og blev inficeret med S. 
Typhimurium wt-ΔSPI og kgdR-SNP-ΔSPI. 
Resultaterne i projektet viser, at S. Typhimurium ikke kan kolonisere sig med inaktive SPI-gener. Det 
har dog ikke været muligt, at få resultater der indikerer, at Nramp1-genet, har en hæmmende effekt 
på salmonellainfektionen, som det ellers tidligere er bevist. 
Projektets resultater har desværre ikke kunnet bekræfte, at KdgR-SNP-mutationen er mere effektiv i 
koloniseringen af musetarmen end vildtypen. Yderligere forsøg kræves dog, før at det kan afkræftes, 
at der ikke er forskel på vildtype- og SNP-stammen. 
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Abstract 
Previous experiments have shown a SNP-mutation on the KdgR-gene in Salmonella Typhimurium to 
be far more effective in the colonization of the intestines, compared to the wild type. In this project, 
the KdgR-SNP-mutation is examined further. Along side it is examined which effect the virulence 
genes SPI-1 and -2 have on the colonization, and the effect of the Nramp1-gene of the host. 
For this project, five groups of mice were used; Group 1 was a control group with the genotype 
Nramp1-/- and was infected with sterile saline. Group 2 was of the genotype Nramp1-/- and was 
infected with S. Typhimurium wt and kdgR-SNP. Group 3 was of the genotype Nramp1-/- and was 
infected with S. Typhimurium wt-ΔSPI og kgdR-SNP-ΔSPI. Group 4 was of the genotype 
Nramp1+/+ and was infected with S. Typhimurium wt and kgdR-SNP. Group 5 was of the genotype 
Nramp1+/+ and was infected with S. Typhimurium wt-ΔSPI og kgdR-SNP-ΔSPI. 
The results of the project shows that S. Typhimurium with inactive SPI-genes is not able to colonize 
the intestines. It has not been possible to obtain results that indicate that the Nramp1 gene has an 
inhibitory effect on Salmonella infection, as it earlier has been proven. 
Unfortunately the results of this project have not been able to confirm, that KdgR-SNP-mutation is 
more efficient in colonization of the mouse intestine than wild type is. Further testing is required 
before is can be confirmed that there is no difference between the wild type and the SNP-strain. 
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Forord 
Tak til Lotte Jelsbak, lektor i medicinalbiologi ved Roskilde Universitet, for præsentation til dette 
projektkim, samt for at have ydet kyndig vejledning undervejs. En tak skal også lyde til Annette 
Jensen der tålmodigt har hjulpet os i laboratoriet. 
Lottes anden 4. semestergruppe, skal også have tak for godt samarbejde. 
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Forkortelser 
 
Tabel 1: Liste over de forkortelser der bruges igennem rapporten med forklaringer 
Forkortelse Betydning 
CFU Colony forming units 
chlR Chloramphenicolresistent 
CI Competitivt index 
ED pathway Entner-Doudoroff pathway 
GIM Gastro intestinal mikrobiota 
kanR Kanamycinresistent 
KDG 2-keto-3-deoxygluconate  
kdg kinase 2-dehydro-3-deoxygluconokinase  
KDPG 2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconate 
kgdK 2-keto-3-deoxygluconate Kinase 
kgdR 2-keto-3-deoxygluconate Repressor 
kgdT 2-keto-3-deoxygluconate Transporter 
MLK Mesentriske lymfeknuder 
Nramp1 Natural resistance associated macrophage protein 1 
RE Retikuloendoteliale system 
SCV Salmonella Containing Vacuole 
SNP Single-Nucleotid polymorphism 
SPI Salmonella Pathogenicity Island 
STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 
TTSS Type Three Secretion System 
wt Wild type (vildttype) 
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1 Introduktion 
1.1 Salmonella 
Salmonella er en bakterie der forårsager salmonellose, hvilket er en mave-tarminfektion. Disse Sal-
monellainfektioner forårsages af arten Salmonella enterica. Salmonella enterica opdeles i mere end 
2.500 serotyper, hvoraf Salmonella Typhi og Paratyphi udelukkende figurerer hos mennesker (1). 
Salmonella er en zoonose, hvilket vil sige, at Salmonella kan smitte mellem dyr og mennesker. Sal-
monella forefindes dermed både hos dyr og mennesker, hvilket indebærer at udryddelsen af Salmo-
nella vanskeliggøres betydeligt. Dog figurerer nogle salmonellaserotyper kun hos mennesker, mens 
andre kun figurerer hos dyr (1). 
De fleste mennesker i Danmark, smittes med Salmonella gennem fødevarer. Dog kan salmonellabak-
terien også smitte ved direkte eller indirekte kontakt mellem mennesker, fra afføring eller gennem 
forurenet vand (2). Såfremt en salmonellainfektion indtræffer, vil salmonellabakterierne medføre en 
betændelsesreaktion i tyndtarmen. Dette resulterer i at næringsstoffer og væske optages i mindre grad, 
hvilket bevirker, at næringsstofferne og væsken passerer hurtigere igennem tarmen. Dette opleves 
som diarré og mavesmerter. Derudover vil salmonellainfektionen, resultere i høj feber hos værten, 
hvilket er en forsvarsmekanisme mod de toksiner som salmonellabakterien udskiller. Den manglende 
væske, samt den høje feber, vil ofte også resultere i hovedpine.    
I nogle tilfælde kan salmonellabakterien overføres til blodbanen, hvilket kan forårsage blodforgift-
ning. Når S. Typhibakterien penetrerer tarmvæggen og efterfølgende invaderer lymfeknuder i maven, 
også kaldet mesenterielle lymfeknuder, samt milten, resulterer det i bakteriæmi, der betyder, at der 
opstår en forekomst af bakterier i blodet (3). Denne type af salmonellainfektion forekommer primært 
i tyndtarmens lymfevæv. Derudover kan S. Typhibakterien også sprede sig til lungerne, galdeblæren, 
nyrene og det centrale nervesystem.   
Salmonellainfektionerne inddeles i tre kategorier: 
 Akut enterokolitis, hvor betændelsen er dominerende i tyndtarmen og tyktarmen. Denne type 
af infektion resulterer i pludselig og kraftig diarré, hovedpine, mavesmerter og feber (4).  
 
 Tyfus (tyfoidfeber) og paratyfus. Tyfus og paratyfus skyldes henholdsvis salmonellabakteri-
erne S.Typhi og S. Paratyphi A-C. Disse salmonellabakterier er dog sjældne i Danmark, og 
opfanges som regel mest ved ophold i udlandet. Tyfus er den mest alvorlige af de to syg-
domme (5).  
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Såfremt en patient diagnosticeres med tyfus, vil patienten gennemgå to faser. I første fase kan 
der forekomme symptomer som feber, hovedpine, hoste, forstoppelse og udslæt. Derudover 
observeres pulsen til at være relativ lav i forhold til feberen. Første fase varer i cirka en uge. 
Ved anden fase, som varer to til tre uger, kan patienten få symptomer som høj feber, sløvhed, 
diarré som kan være blandet med blod, mental forvirring eller andre former for neurologiske 
symptomer. Efter de to faser, vil patienten gradvist få det bedre, da sygdommen vil aftage. 
Såfremt sygdommen ikke behandles, vil der være en dødelighed på 10-20 % (5). Paratyfus 
har som regel samme sygdomsforløb, dog i mildere grad. 
 
 Blodforgiftning som forårsages af salmonellainfektionen. Dette fører til påvirket almentil-
stand, kulderystelser og svedeture (4). 
1.2 Mikrobiota i tarmen 
Mikrobiotaen er et vigtigt aspekt i forhold til tarminfektioner. I den mammale mavetarmkanal findes 
et stort og kompliceret netværk af mikroorganismer, dette betegnes som GIM. GIMs betydning, af-
spejles i udviklingen af værtens immunsystem. Et godt og sundt GIM er essentielt for værtens sund-
hed, samt bekæmpelsen af sygdomme. Tidligere forsøg med bakteriefrie mus, har vist at mange kom-
ponenter i immunsystemet forbliver underudviklede, indtil en kolonisering af bakterier indtræffer. 
Mange af disse underudviklede komponenter reduceres også i størrelse, f.eks. Peyer’s patches (6). 
Den manglende mikrobiota medvirker også til, at produktionen af forskellige celler og hjælpestoffer, 
såsom B-celler og cytokiner, hæmmes. Mange af disse mangler kan der dog rettes op på ved podning 
med bakterier, hvilket indikerer, at det er interaktionen med mikrobiotaen der kick-starter den post-
natale fase af immunudviklingen (6). 
Derudover har tidligere eksperimenter med antibiotikabehandlede og bakteriefrie mus vist, at disse 
mus var signifikant mere modtagelige over for infektionssygdomme forårsaget af patogener som 
f.eks. Salmonella enterica. Dermed har mikrobiotaen en stor indflydelse på værtens modtagelighed 
over for bakterielle infektioner. Dette skyldes at mikrobiota kan forebygge og lindre infektioner ved 
direkte mikrobiel antagonisme, eller ved at fremprovokere værtens immunforsvar, således at immun-
forsvaret reagerer mest optimalt på infektionen (6). Tilstedeværelsen af mikrobiotaen bevirker, at der 
sker en koloniseringsmodstand(colonization resistance), det vil sige, at der er konkurrence om næ-
ringsstofferne, værtens receptorer, samt sekretion af antimikrobielle stoffer. Eksempelvis formind-
sker mikrobiotaen i mus koloniseringen af S. Typhimurium, ved at kæmpe om jern som kun forefin-
des i begrænset mængde i tarmen (6). 
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Mikrobiota producerer inflammatoriske og tolerogeniske signaler, som stimulerer og regulerer de 
forskellige grene af immunreaktionen for at opnå homeostase, en tilstand, som er gunstig for både 
mikrobiota og værten. Derudover har tilstedeværelsen af mikrobiota også en anden vigtigt funktion, 
nemlig at fungere som et “træningsområde” for visse immunceller, således at disse immunceller op-
timeres til at bekæmpe eventuelle kommende infektioner (6). 
Hos mennesket er antallet og densiteten af mikroorganismer større i fordøjelsessystemet end noget 
andet sted i kroppen. Opbyggelsen af GIM sker først efter fødslen, og stabiliseres først efter barnet er 
omkring 1 år (7). Efter det første år, forbliver GIM uændret og påvirkes kun ved sygdom eller ved 
antimikrobiel behandling. Derudover er der forskel på tætheden og diversiteten af bakterierne i ma-
ven, tyndtarmen, coecum og tyktarmen. De lavere segmenter af fordøjelsessystemet har en højere 
diversitet af bakterier, mens der er højere koncentrationer af aerobe og fakultative anareobe bakterier 
i maven og den øvre tyndtarm. Selve sammensætningen af GIM er meget individuel og varierer derfor 
meget fra individ til individ. Bakterierne i fordøjelsessystemet består primært af fire bakteriearter: 
Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria, og Actinobacteria. Diversiteten af mikrobiotaen er essen-
tielt for forebyggelse og bekæmpelse af sygdomme, tidligere forsøg med mus der kun har otte bakte-
riestammer, var signifikant mere modtagelige for Salmonella Typhimurium, end normale mus der har 
over 500 bakterie stammer (6).  
1.3 Tarminfektion 
På figur 1 ses det, at ved oral infektion inficerer Salmonella hovedsageligt de epitale M-celler i tar-
men, som transporterer bakterierne til de lymfoide T- og B-cellerne i de underliggende Payer’s pat-
ches. Efterfølgende trænger bakterierne ind i lymfeknuderne og blodbanen, hvor de breder sig til RE 
(netværk af celler og væv i blod, milt, lever, lunger, rygmarv og lymfeknuder (8) og forårsager syste-
misk infektion (9). Salmonella angriber M-cellerne ved at overføre effektorproteiner til værtscellen, 
en proces der bliver medieret af den genetiske “island” SPI-1, som koder for TTSS1 (se afsnit 2.1.3) 
(8). 
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Figur 1: Ved oral infektion angriber salmonellabakterierne fortrinsvis de epitale M-celler, ved at trænge ind i dem og 
gøre dem til værtsceller. Invasionen af værtscellerne medieres af SPI-1. Efterfølgende påbegyndes den intracellulære 
replikation, medieret af SPI-2. Efter replikation transporteres salmonellabakterierne til de lymfoide celler, hvorfra in-
fektionen breder sig til blodbanen og videre ud til organerne i det retikuloendoteliale system, hvor bakterien også 
smitter og breder sig til organerne imellem (10). 
Når salmonellabakterien er trængt ind i værtscellen, omgives S. Typhimurium af et rummeligt fago-
som. Fagosomet fusionerer med lysosomer, og krymper til en mindre størrelse omkring S. Typhi-
murium,  som kaldes SCV. SCV er et specialiseret membranrum (figur 2), som bevæger sig mod 
Golgi-apparatet, hvor S. Typhimurium modnes (figur 2) (9). Efter 4-8 timer indleder salmonellabak-
terien sin intracellulære replikation inde i SCV.  
Den intracellulære replikation er desuden afhængig af SPI-2, som koder for et andet TTSS (TTSS2), 
samt udskilte effektorer, der medierer replikationen. 
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Figur 2: viser indtrængelsen af S. Typhimurium i en epitelcelle, hvor den starter med at befinde sig i et fagosom, og 
derefter i et SCV. Senere replikeres Salmonella i SCV’et (10) 
S. Typhimurium infektion resulterer i en transkriptionel omprogrammering af værtscellens genek-
spression. Reaktionen startes af de to TTSS effektorproteiner, der medierer for hhv. invasion (SPI-1) 
og replikation (SPI-2) af værtscellen, og stimulerer signaltransduktionsveje der fører til cytoplasma-
tisk transkriptionsfaktors, STAT3, aktivering. Dannelse af STAT3-kontrollerede gener spiller en af-
gørende rolle i den vesikulære transport mellem de forskellige cellerum og er nødvendig for dannel-
sen af SCV, der gør det muligt for bakterien at udføre dens intracellulære replikation (8).  
1.4 Nramp1 
Nramp1 er et membrantransportprotein der er lokaliseret i makrofager. Nramp1s betydning afspejles 
i det tidlige stadie af en infektion, da Nramp1 er afgørende for hvor effektiv værten er til at kontrollere 
replikationen af fremmede og uønskede mikroorganismer i RE (11). 
Undervejs når bakterierne transporteres fra mave-tarmkanalen ud i blodbanen, passerer de vha. dend-
ritiske celler MLK. Inde i MLK optages bakterierne af makrofager ved hjælp af fagocytose. Nramp1 
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regulerer replikationen af bakterier som S. Typhimurium, ved at transportere divalente kationer og 
metaller ud af det fagosom der har optaget bakterierne, hvilket fører til at metalloenzymer, der er 
vigtige for bakteriernes overlevelse, hæmmes (12).  
Grundet en aminosyresubstitution, hvor glycine substitueres til aspartic syre, på position 169 i 
Nramp1 genet, vil mus der bærer to kopier af Nramp1Asp169-allelen være langt mindre resistente over 
for Salmonella, end mus bærende vildtypeallelen. Hos mus med Nramp1 -/- der inficeres med S. 
Typhimurium ses der efter 5 dage med infektion en klar forværring, hvor der hos mus med vildtypen 
ikke ses nogen forværring (11). 
1.5 Projektet 
Et tidligere forsøg “Salmonella Typhimurium undergoes distinct genetic adaption during chronic in-
fections of mice” (13), har påvist at en S. Typhimuriumstamme med kdgR-SNP er langt mere virulent 
end vildtypestammen.  Kortlæggelse af mutationens egenskaber krævede flere forsøg, hvilket er for-
søgt løst i dette projekt. 
I dette projekt vil det blive undersøgt, hvordan S. Typhimurium, indeholdende SNP på kdgR-genet, 
koloniserer sig i forhold til vildtypen. Værtens Nramp1-gen er inaktiveret hos halvdelen af de an-
vendte forsøgsdyr(mus), for at vurdere hvordan det påvirker en eventuel infektion, derudover under-
søges det, hvilken effekt SPI-generne har på salmonellastammernes kolonisering.  
Prøver fra musene er taget af fæces og milt. Den orale infektion vil medføre at Salmonella først ko-
noliserer sig i tarmen. Derudover er milten et af de organer, som bliver inficeret, hvis det lykkes 
salmonellabakterierne at kolonisere tarmen, og trænge ud i musens RE. Derfor forventes det at de 
salmonellastammer der ikke er i stand til at kolonisere tarmen, ikke vil være at finde i prøverne udta-
get fra milten. 
Prøver fra fæces og milt fra gruppe 2 og gruppe 4 plades ud på LB plader med kanamycin, da salmo-
nellastammerne heri er kanamycinresistente, og der derved undgås, at de mange forskellige bakterier, 
der findes i fæces, også vil danne kolonier på pladen. 
For gruppe 3 og gruppe 5 vil de udtagede prøver først blive pladet ud på plader med chloramphenicol, 
for at undgå kolonisering af andre uønskede bakterier. For at undersøge hvor mange kolonier, der kun 
indeholder salmonellastammen SPI-kdgR-SNP, bliver de efterfølgende pladet ud på kanamycinpla-
der, da begge stammer er resistente overfor chloramphenicol, hvorimod kun SPI-kdgR-SNP er resi-
stent over for kanamycin. 
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PCR-produkterne fra gruppe 2 og 4 vil blive kørt på gelelektroforese. Er der bånd ved 1000 bp betyder 
det, at prøverne - der blevet amplificeret med primerne Tag7 og NyTagkanrev - indeholder kdgR-
SNP-stammen. 
Det er muligt at dobbelttjekke resultatet, ved at lave PCR på prøverne med Tag2 primer. Dette vil, på 
gelelektroforese, i stedet angive, hvordan vildtypestammen har koloniseret sig i prøverne, med bånd 
ved 1000 bp. 
Koloniseringen i gruppe 3 og 5 bliver undersøgt ved hjælp af antibiotikaresistens, og resultatet kan 
læses direkte fra udpladningen, først på chloramphenicol-plader og efterfølgende kanamycinplader.    
Vi forventer, at forsøget resulterer i, at kdgR-SNP koloniserer mere effektivt end vildtypen af S. 
Typhimurium. Derudover forventes det, at der ved inaktiverede SPI-gener, ikke vil ske en kolonise-
ring og infektion af musene. Desuden forventes det, at de mus der har fået Nramp1-genet slået ud, vil 
opleve en sværere og hurtigere infektion, end de mus der har et velfungerende Nramp1-gen. 
2 Materialer og forsøgsdyr 
2.1 Salmonellastammerne 
SNP er en variation i base-sekvensen af nukleotider på et specifikt locus i genomet. Variationen in-
deholder en enkelt basemutation af de fire baser; adenin, guanin, cytosin og thymin. SNP kan fore-
komme både i kodende gener og ikke-kodende gener. En SNP-mutation kan kode for en anden ami-
nosyrer end den vildtypen koder for. I nogle tilfælde ændres aminosyren ikke, da aminosyren kan 
produceres af flere forskellige slags basekombinationer. I andre tilfælde gives genet en anden amino-
syre og derved en anden funktion. 
To af de fire stammer der arbejdes med i dette projekt, har en SNP-mutation. SNP-mutationen findes 
i KdgR-genet, som befinder sig på V61L (Aminosyre nr 62 var valine, som blev udskiftet til leucine 
pga. SNP mutationen) (13).  
2.1.1 SNP KgdR-SNP 
Enkelt-nukleotid polymorphisme (SNP) er en variation i base-sekvensen af nukleotider på et specifikt 
locus i genomet. Variationen indeholder en enkelt basemutation af de fire baser; adenin, guanin, cy-
tosin og thymin. SNP kan forekomme både i kodende gener og ikke-kodende gener, og en SNP-
mutation kan kode for en anden aminosyrer end den vildtypen koder for. I nogle tilfælde ændres 
aminosyren ikke, da aminosyren kan produceres af flere forskellige slags basekombinationer. I andre 
tilfælde gives genet en anden aminosyrer og derved en anden funktion. To af de fire stammer der 
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arbejdes med i dette projekt, har en SNP-mutation. SNP-mutationen findes i KdgR-genet, som befin-
der sig på V61L (Aminosyre nr 62 var valine, som blev udskiftes til leucine pga. SNP mutationen) 
(13). 
2.1.2 KgdR 
KdgR-proteinet er en transskriptionsregulator af kdgK-genet og kdgT-genet, som kan styre hastighe-
den af et gens transskription, ved at fremme eller hindre RNA-polymerases binding til DNA (fig. 3). 
KdgR-proteinet undertrykker transkription af operoner, som er involveret i katabolisme af KDG.  
  
Figur 3:, Entner-Doudoroff (ED) signalvej  i Salmonella (10). a) kdgR undertrykker kdgT-genet og kdgK-genet. Under-
trykkelsen af kdgT-genet medfører, at kdgT-genet ikke kan importere KDG til kdgK genet. KDG omdannes ikke af kina-
sen og ED signalvejen bliver ikke anvendt, hvilke betyder at KDPG og slutproduktet (pyruvat) ikke dannes. b) (grøn 
boks) Entner-Doudoroff signalvej, medfører at glukose alternativt optages fra omgivelserne, og bliver omdannet til 
KDPG af enzymkinasen Edd og derefter til pyruvat og D-glyceraldehyd-phophat af enzymet Eda, selvom kdgR under-
trykker dannelsen af KDPG.  
KdgT-genet koder for proteinet 2-keto-3-deoxygluconate-permease (membrantransport-protein), der 
transporterer nedbrudte pectinprodukter til bakteriecellen, hvor disse bruges som carbon og energi-
kilder (14) (15). kdgT-genet importerer KDG til kdgK-genet (fig. 3a). 
KdgK-genet koder for kdg kinase der omdanner KDG til flere KDPG-molekyler. Via ED-signalvej 
dannes der pyruvat og D-glyceraldehyde-3-phosphate. Dette dannes af KDPG via KDPG-aldolase, 
også kaldet Eda (13)(16). KDPG er toksisk når det ophobes, og hæmmer derfor bakterievæksten i 
Salmonella (17).   
I dette forsøg har to af de fire salmonellastammer der anvendes, en punktmutation på netop kgdR-
genet, hvilket betyder at repressoren ikke kan “fjerne sig” fra DNA’et, og derved kommer hverken 
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kgdK eller kgdT til udtryk i bakteriecellen. Dette medfører, at reaktionen KDG → KDPG ikke udfø-
res, og KDPG ophobes derfor ikke inde i bakterien. Men da slutproduktet for ED-signalvejen er py-
ruvat og D-glyceraldehyde-3-phosphate, og disse er nødvendig for at bakterien kan replikeres, må der 
ved repression af KDPG, være en anden signalvej, der medfører at pyruvat stadig dannes. Uden kdgT-
reaktionens optagelse af stivelse eller glucoconate, er det set i E. Coli  at, ED-signalvej istedet optager 
glukose direkte fra omgivelserne (fig. 3b), og omdanner dette til Gluconate-6-P (18). Herefter om-
danner Edd-enzymet, der er unikt for ED-signalvej, Gluconate-6-P til KDG-6-P, og herfra omdanner 
enzymet, Eda, KDPG til pyruvat og D-glyceraldehyde-3-phosphate, i forholdet 1:1, til cellens videre 
overlevelse. Det forventes, at S. typhimurium benytter sig af samme alternative optagelse.  
Det er en fordel for bakteriens viabilitet (13)(19), at KDPG ikke dannes via KdgT og KdgK, da ED-
signalvej ikke omdanner alle KDPG-molekyler til pyruvat. Dette hæmmer bakteriens vækst. 
ED-signalvej optager til gengæld ved repression af KdgT og KdgK, glukose fra omgivelserne istedet, 
og omdanner KDPG-molekylet direkte til puryvat og D-glyceraldehyde-3-phosphate, således at 
KDPG ikke ophobes. 
2.1.3 SPI-1 og SPI-2 
Specifikke virulensfaktorer der kodes af SPI, gør det muligt for S. Typhimurium at overkomme vær-
tens antimikrobielle forsvar på forskellige stadier af infektionen (20).  
S. Typhimurium bruger to funktionelle TTSS1 og TTSS2, som leverer proteiner fra S. Typhimurium 
til cytoplasmaet i værtscellen. SPI-1 koder for TTSS1, der translokerer et sæt af effektorproteiner ind 
i værtscellen, og dermed induceres tarmsekretorisk og inflammatorisk respons. Effektorproteinerne 
hjælper samtidig S. Typhimurium med, at invadere værtscellerne og undertrykke værtens immunsy-
stem (21) (22). 
TTSS1 består af en nåleformet struktur, der bruges til at opfange tilstedeværelsen af værtsceller. Nå-
lestrukturen gør det muligt for S. Typhimurium, at injicere effektor-proteiner fra S. Typhimuriums 
cytosol ind i værtscellens cytosol (23). 
S. Typhimuriums replikation afhænger af SPI-2, som koder for TTSS2. TTSS2 fungerer, ligesom 
TTSS1, ved at indsprøjte effektorproteiner fra S. Typhimuriums cytosol ind i værtscellens cytosol. 
SPI-2 effektorproteiner forstærker S. Typhimuriums intracellulære overlevelse. I de senere stadier af 
infektionen, benyttes SPI-2 til S. Typhimuriums overlevelse i blodbanen og i lymfocytterne (24).  
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Studier viser, at hvis SPI-2 inaktiveres, vil det resultere i en svækkelse af virulensfaktorerne, hvilket 
betyder at S. Typhimurium ikke vil være i stand til at kolonisere milten i de inficerede mus der an-
vendes i dette forsøg (25). 
I projektet anvendes to salmonellastammer, hvor både SPI-1 og SPI-2 er inaktiveret. Derudover har 
den ene salmonellastamme en SNP-mutation på kdgR-genet. 
2.2 Musene 
Mus anvendes som forsøgsdyr til undersøgelse og forebyggelse af Salmonella, da musen på mange 
cellebiologiske områder har de samme elementer og funktioner som forefindes hos mennesker. Ca. 
75% af musens gener findes i mennesket (26). Den menneskelige S. Typhi (tyfus) og den murine S. 
Typhimurium (tyfuslignende) deler omkring 89% af deres gener. Derfor er musemodellerne interes-
sante at bruge, når der forskes, da 480 gener er unikke for S. Typhimurium og omkring 600 gener er 
unikke for S. Typhi, hvoraf det ofte er SPIs, plasmider og forskellige phager der er forskellen mellem 
salmonellatyperne. Den store lighed mellem de to typer, indikerer at de stammer fra samme stamfa-
der, og at de indeholder blandt andet 11 fælles SPIs ud af 21. Der er dog uligheder imellem disse SPIs 
enkeltvis (27).  
I projektet anvendes der to musetyper fordelt på fire musegrupper, hvoraf to grupper indeholder den 
inaktive Nramp1-allel, og to indeholder den aktive vildtype Nramp1-allel(se afsnit 3.1.1).  
2.3 Forsøget 
Til forsøget anvendes fem grupper af fem mus: én kontrolgruppe, to grupper med Nramp+/+ (C3H) 
mus og to grupper med Nramp-/- (C57Bl/6) mus. Grupperne blev inficeret som følger: En Nramp+/+ 
og en Nramp-/- blev inficeret med en vildtype-salmonella sammen med kdgR-SNP-salmonella og 
den anden Nramp+/+ og Nramp-/- blev inficeret med en SPI-vildtype-salmonella sammen med SPI-
kdgR-SNP-salmonella(tabel 3). I tabellen nedenfor ses salmonellastammernes navne samt de forkor-
telser, der fremover vil blive brugt for de fire salmonellastammer(Tabel 2). 
Tabel 2: Tabel over hvilke navne der i rapporten bruges for de forskellige salmonellastammer, der er anvendt. 
Salmonellastamme Kaldenavn i Rapporten 
S.Typhimurium strain ST4/74, WITS2, kanR wt 
S.Typhimurium strain ST4/74, WITS7, KdgR V61L, kanR kdgR-SNP 
S.Typhimurium strain ST4/74, ΔinvG;ΔssaV (SPI), chlR SPI-wt 
S.Typhimurium strain ST4/74, WITS7, KdgR V61L, ΔinvG;ΔssaV (SPI). chlR;kanR SPI-kdgR-SNP 
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3 Metoder 
3.1 Forsøgsbeskrivelse 
3.1.1 Inficering af mus 
Der blev lavet to blandinger af salmonellastammer; wt/kdgR-SNP og SPI-wt/SPI-kdgR-SNP, som 
musene oralt blev inficeret med 0,1 ml af. De fik en total dosis på 107 bakterier, 5x106 af hver stamme. 
Hele processen med inficering og aflivning af mus blev udført på Panuminstituttet af Lotte Jelsbak, 
lektor i medicinalbiologi. I tabellen nedenfor ses det, hvilke grupper der har hvilke genotyper, samt 
hvilke salmonellastammer der er blevet inficeret med (Tabel 3). 
Tabel 3: Her ses de fem musegrupper, hvilken Nramp gentype de er og hvad de er blevet inficeret med. 
Gruppe Gentype Infektion 
1 Nramp-/- (C57Bl/6) Saltvand (Kontrolgruppe) 
2 Nramp-/- (C57Bl/6) wt/kdgR-SNP (30 wt + 18 SNP) 
3 Nramp-/- (C57Bl/6) SPI-wt/SPI-kdgR-SNP (47 wt + 50 SNP) 
4 Nramp+/+ (C3H) wt/kdgR-SNP (30 wt + 18 SNP) 
5 Nramp+/+ (C3H) SPI-wt/SPI-kdgR-SNP (47 wt + 50 SNP) 
Efter 5-8 dage var musene i gruppe 2 og 4 alle blevet syge, derfor blev alle musene (også gruppe 3 
og 5) aflivet (Tabel 4). Herefter blev de frosset ned og fragtet til RUC hvor de blev dissekeret og 
undersøgt. 
Tabel 4: Her ses det præcise antal dage de forskellige mus i de forskellige grupper var inficeret. Mus 3 i gruppe 2 døde 
under inficeringen og er derfor udgået af forsøget. 
Mus\Gruppe Gr. 2 Gr. 3 Gr. 4 Gr. 5 
Mus 1 5 dage 8 dage 7 dage 8 dage 
Mus 2 5 dage 8 dage 8 dage 8 dage 
Mus 3 - 8 dage 8 dage 8 dage 
Mus 4 5 dage 8 dage 8 dage 8 dage 
Mus 5 5 dage 8 dage 8 dage 8 dage 
 
3.1.2 Prøvetagning 
De inficerede aflivede mus fra Panuminstitutet fik udtaget milten samt et stykke af tarmen indehol-
dende fæces, da der skulle tages prøver af både milt og fæces fra hver mus.  
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Milten fra gruppe 2 og 4 blev placeret i en Stomacher-pose og derefter mast, først med fingrene, og 
herefter blev der tilsat 10ml sterilt saltvand, hvorefter der blev stomacheret i to minutter. Herfra blev 
der lavet fortyndingsrækker fra 10-1  til 10-4 ved at 100µl fra den stomacherede prøve, blev overført 
til et rør med 900µl saltvand, 100µl fra denne nye prøve blev overført til et nyt rør med 900µl saltvand. 
Dette blev gentaget i alt fire gange, og mellem hver ny prøve blev der vortexet for at blande prøven 
godt, inden der blev udtaget 100µl til det næste rør. Fra fortyndingerne 10-2, 10-3 og 10-4 blev 100µl 
pladet ud på LB plader med kanamycin. 
Fæcesprøven fra gruppe 2 og 4 blev hver overført til et rør, hvor der blev tilført 1000µl saltvand og 
prøven blev opløst så meget, som det var muligt. Fra denne opløsning blev der ligeledes lavet fortyn-
dingsrække fra 10-1 til 10-3. Også her blev 100µl fra fortyndingerne 10-1, 10-2 og 10-3 pladet ud på LB 
plader. Alle pladerne blev inkuberet i et 37⁰C-skab til dagen efter, hvor salmonellakolonierne blev 
talt op. Antallet af kolonier, kan direkte omregnes til antallet af bakterier i prøverne(se afsnit 3.2). 
Resultaterne for disse optællinger ses på figuren i resultatafsnittet(afsnit 4.1 fig. 5). 
Nogle af prøverne måtte dog fortyndes yderligere, da de efter en dag i varmeskab havde udviklet så 
mange bakteriekolonier, at de ikke var til at tælle, og derfor blev der for nogle af prøverne lavet 
yderligere fortyndinger, der påny blev pladet ud, og igen opbevaret i varmeskab til dagen efter. 
Milt og fæcesprøverne fra gruppe 3 og 5 blev ikke fortyndet, men pladet direkte ud på først en LB-
plade med chloramphenicol, og efter et døgn i varmeskab, blev 100 af de opvoksede kolonier fra 
chloramphenicol-pladerne pladet yderligere ud på en LB-plade med kanamycin.  
Det var dog ikke alle prøverne der gav kolonier nok til, at der kunne udvælges 100 til anden udplad-
ning, så der blev for nogen af prøverne pladet et lavere antal ud(se afsnit 4.2). 
3.1.3 PCR 
Efter salmonellakolonierne var blevet talt op, blev der produceret templates fra gruppe 2 og 4 til PCR-
processen. Der blev for hver mus’ miltprøve og hver mus’ fæcesprøve, stukket 40 gange med en 
tandstik ned i en salmonellakoloni på agarpladen, som efterfølgende blev overført til 50µl vand. Til 
sidst blev de kogt. På den måde blev der for hver mus lavet 40 milt-templates og 40 fæces-templates. 
1µl af PCR-templaten blev blandet med 10µl af en klargjort PCR-mix bestående af 500µl Green 
Dreamtag, 20µl Tag7 (20 pmol/µl), 20 µl NyTagkanrev(20 pmol/µl) 460µl sterilt MQ-vand. Disse 
blandinger af PCR-templates og PCR-mix blev kørt på nedestående PCR-program (Tabel 5). 
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Tabel 5: PCR-program der blev anvendt til alle prøverne. 
Trin Temperatur Tid  
1 98 ⁰C 5 min. 
2 95 ⁰C 30 sek. 
3 60 ⁰C 30 sek. 
4 72 ⁰C 90 sek. 
30 cykler af trin 2-4 
5 72 ⁰C 5 min 
6 4 ⁰C Til prøven tages ud 
 
3.1.4 Elektroforese 
Efter der var blevet lavet PCR på prøverne, blev de kørt på gel. Prøver og markør blev loadet på 
agarosegelen, hvorefter den kørte i 30 minutter ved 100 volt. Herefter blev der taget billeder af gelen 
i et UV-kammer, for at det kunne undersøges hvor mange af prøverne, der havde et bånd omkring de 
1000 bp. 
De prøvesæt, der slet ingen bånd havde, blev for en sikkerheds skyld lavet igen fra starten med en ny 
mastermix, men denne gang med en Tag2 primer, der i stedet gav bånd, hvis det var vildtypestammen 
der var tilstede i prøven. Dette var tilfældet de fleste af gangene, men nogle af prøverne gav heller 
ikke her nogle bånd, hvilket i stedet indikerede at det var PCR-processen, der var gået galt, og hele 
processen måtte laves igen. Dette skyldtes at PCR-produktet var blevet opbevaret i køleskab i stedet 
for fryser, og derfor var blevet nedbrudt. 
3.2 Databehandling 
Første del at databehandlingen bestod i at beregne CFU(bakterier pr. ml.) for alle musene i både deres 
milt og fæces. CFU beregnes ud fra antallet af kolonier, der er vokset frem efter udpladning på LB-
plader. For at få et brugbart resultat ud af disse tal, ganges antallet af kolonier først med fortyndingen. 
For efterfølgende at få resultatet i bakterier pr. ml skal der for fæcesprøverne ganges med 10, da de 
blev opløst i 1 ml saltvand, men der kun blev pladet 0,1 ml ud. Miltprøverne skal efterfølgende ganges 
med 100, da de blev opløst i 10 ml saltvand, og der ligeledes kun blev pladet 0,1 ml. ud. 
Eksempelvis er der i en fæcesprøve 64 kolonier, på pladen for mus 2 i gruppe 4, med fortyndingen 
10-3. CFU beregnes således: 64 x 103 x 10 = 6,4 x 105 bakterier pr. ml. 
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I et andet eksempel er der i en miltprøve 76 kolonier, på en plade fra mus 1 i gruppe 4, med fortyn-
dingen 10-4. CFU beregnes da således: 76 x 104 x 100 = 7,6 x 107 bakterier pr. ml. 
CFU for alle prøverne kan ses på figur 5 i resultatafsnittet(afsnit 4.1) og i tabel 7-10 i bilag 1. 
Den efterfølgende databehandling bestod i analyse af de billeder gelelektroforesen gav. Et eksempel 
på et sådan billede ses på figur 4. Her ses tydeligt 16 bånd ved 1000 bp(markeret på markøren), 
hvilket betyder at i milten indeholder, hos mus 2 fra gruppe 4, 16 ud af de 40 prøver SNP-mutationen, 
hvorimod de resterende 24 prøver indeholder vildtypen. 
 
Figur 4: Resultatet af gelelektrofroresen af PCR produkterne fra: Gruppe 4 - mus 2 - milt. 
I resultatafsnittet(afsnit 4.2) ses det på figur 6, hvor mange SNP-mutationer der blev fundet i alle 
prøverne. Disse tal er også opstillet i tabel 7-10 i bilag 1. Billederne af gelelektroforesen for de reste-
rende prøver findes i bilag 2(fig. 9-27). 
Antallet af SNP-mutationer i de forskellige prøver, blev efterfølgende brugt til at beregne CI for prø-
verne, for at se om det er SNP-mutanten eller vildtypen, der har haft størst succes i de forskellige 
mus. 
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CI > 1 → SNP-mutation er bedre end vildtypen. 
CI = 1 → SNP-mutation og vildtypen er lige gode. 
CI < 1 → SNP-mutation er dårligere end vildtypen. 
CI beregnes ved hjælp af formlen: 𝐶𝐼 =
(
𝑚𝑢𝑡
𝑤𝑡
)
𝑜𝑢𝑡𝑝𝑢𝑡
(
𝑚𝑢𝑡
𝑤𝑡
)
𝑖𝑛𝑝𝑢𝑡
. For gruppe 2 og 4 er input = 30 vildttyper og 18 
SNP-mutationer, og for gruppe 3 og 5 er input = 47 vildttyper og 50 SNP-mutationer. 
Eksempelvis er der i milten hos mus 1 i gruppe 2, 33 vildtyper og 17 SNP-mutationer. CI beregnes 
således: (7/33)/(18/30)=7,86. 
I nogle af prøverne blev det noteret, at fordelingen er 0/40 eller 40/0. For at det her har været muligt 
at beregne et CI, er det blevet antaget, at hvis der var blevet endnu en prøve, altså 41 i alt, ville denne 
prøve give det modsatte resultat af de andre prøver, så resultatet blev 1/40 eller 40/1, og da var det 
muligt at beregne et CI. 
CI-resultaterne for alle musene ses i resultatafsnittet(afsnit 4.3) på figur 7 og opstillet i tabel 7-10 i 
bilag 1. 
Efterfølgende blev der beregnet statistik på de forskellige CI-værdier. Statistikken bestod i udførsel 
af flere t-tests for både milt- og fæcesprøverne. Her blev CI-værdierne fra gruppe 2 og gruppe 4 
sammenlignet samt gruppe 5 og gruppe 4. Ydermere blev CI-værdierne fra grupperne hver især sam-
menlignet med værdien 1, fordi hvis CI-værdien blev 1, betød det at de to salmonellastammer havde 
haft lige stor succes med kolonisering, så dette var for at se hvor forskellige fra 1 de var. 
T-testene gav forskellige P-værdier i de forskellige sammenligninger, som kan ses i resultatafsnit-
tet(afsnit 4.5). P-værdierne indikerer, hvorvidt de resultater vi ser er tilfældige eller ej. 
4 Resultater 
De følgende figurer(fig. 5-7) viser resultaterne for forsøget, fordelt på fire grupper med fem mus i 
hver, undtagen gruppe 2 hvor mus 3 døde ved inficeringen, og mus 3 i gruppe 4 hvor der ingen 
bakteriekolonier var at se på LB-pladerne. 
Gruppe 1, indgår ikke i resultaterne, da denne gruppe var kontrolgruppen og her var alle mus sterile 
i milten da de blev undersøgt.  
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Gruppe 3 viste heller ingen tegn på infektion, og ligeledes viste gruppe 5 meget lidt infektion i tarmen, 
og kun en enkelt koloni i milten. Dette viser, at de to SPI-gener der var blevet inaktiveret i de to 
salmonellastammer, som gruppe 3 og 5 blev inficeret med, havde en væsentlig betydning for koloni-
sering i tarmen og efterfølgende infektion. 
4.1 CFU 
CFU resultaterne giver et billede på hvor mange bakterier pr. ml. der er i både milt og fæces hos de 
forskellige mus(fig. 5). 
 
Figur 5: CFU resultaterne for de fire musegrupper plottet på en logaritmisk skala. X-aksen indikerer de fire grupper og 
respektive mus. Y-aksen indikerer antallet af bakterier pr. ml. fordelt på en logaritmisk akse. De præcise tal kan findes i 
tabel 7-10 i bilag 1. 
Søjlediagrammet på figur 5 viser en tydelig forskel på bakteriemængden mellem gruppe 2 og 4 og 
gruppe 3 og 5, hvorimod der ikke er den store forskel at se mellem gruppe 2 og 4, eller mellem gruppe 
3 og 5. 
Ser man på gruppe 2 alene, ses der ikke den store forskel mellem miltprøverne hos de fire mus, hvor-
imod der ses en større eller mindre forskel mellem fæcesprøverne. Lige omvendt er det i gruppe 4, 
hvor det er fæcesprøverne der ligger næsten ens, mens der ses en forskel blandt miltprøverne. 
Gruppe 3 viste som sagt slet ingen tegn på bakterier i de ti prøver. Ser man på gruppe 5 ses der en 
forskel mellem musene individuelt i gruppen, hvor mus 1 og 3 viser tegn på infektion i tarmen hvor-
imod mus 2, ikke viser tegn på infektion og  mus 4 og 5 kun har én koloni i milten. Derudover er alle 
fire tegn på infektion langt lavere end hos musene i gruppe 2 og 4. 
4.2 SNP-mutationer 
Resultaterne for SNP-mutationer(fig. 6), indikerer hvor mange af de testede bakteriekolonier fra LB-
pladerne, der indeholdte salmonellastammen med SNP-mutationen, både med og uden SPI-generne. 
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For både gruppe 2 og 4 viser tallene hvor mange ud af 40 tilfældige kolonier, der indeholdte SNP-
mutationer, hvorimod i gruppe 5 er tallene som følger: 
Mus 1: ud af 100 kolonier 
Mus 2: ud af 14 kolonier 
Mus 3: ud af 80 kolonier 
Mus 4: ingen kolonier 
Mus 5: ud af 101 kolonier 
Dette skyldes, at der var meget forskellige antal af kolonier på pladerne fra gruppe 5. 
 
Figur 6: Resultaterne for, hvor mange SNP-mutationer, der blev talt i de forskellige prøver. X- aksen indikerer de fire 
grupper og deres respektive mus, og værdierne for hver søjle er indikeret på søjlerne.  
Igen ses der, på figur 6, en stor forskel mellem gruppe 2 og 4 og gruppe 3 og 5, til gengæld ses der 
også her større forskelle mellem musene individuelt i grupperne 2 og 4. 
I gruppe 3 og 5 ses der ingen SNP-mutationer i gruppe 3, og stort set heller ingen i gruppe 5. 
I gruppe 2 og 4 ses der heller ingen sammenhæng imellem de forskellige mus i de to grupper, resul-
taterne i gruppe 2 ligger lige fra, at alle kolonierne har været SNP-mutation-stammerne i mus 1 til, at 
næsten ingen af kolonierne var SNP-mutation-stammerne i mus 2 og 4. I gruppe 4 er forskellen ikke 
så stor, her svinger resultaterne fra, at næsten halvdelen af kolonierne er SNP-mutation-stammer i 
mus 1, 2 og 4, til at de næsten alle er SNP-mutation-stammer i mus 5. 
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I modsætning til CFU resultaterne, hvor der inden for de enkelte mus, var stor forskel på antallet af 
bakterier i milt og fæces, ses det her at antallet af SNP-mutationer er rimelig ens i milt og fæces hos 
de enkelte mus. 
4.3 CI 
Antallet af SNP-mutationer, blev brugt til beregning af CI for de forskellige mus. CI indikerer hvilken 
af de to salmonellastammer, der har haft størst succes med kolonisering i musene(fig. 7). 
CI > 1 → SNP-mutation er bedre end vildtypen. 
CI = 1 → SNP-mutation og vildtypen er lige gode. 
CI < 1 → SNP-mutation er dårligere end vildtypen. 
 
 
Figur 7: Resultaterne for, competitivt index for de forskellige prøver. X-aksen indikerer de fire grupper og deres re-
spektive mus, og værdierne for hver søjle er indikeret på søjlerne. Y-aksen er en logaritmisk skala. 
Igen giver gruppe 3 og 5 ingen eller næsten ingen resultater i forhold til gruppe 2 og 4. 
Det ses af gruppe 2 og 4, at det er meget forskelligt, både fra mus til mus i de enkelte grupper, men 
også fra mus til mus på tværs af grupperne, om det er SNP-mutationen eller vildtypen, der har haft 
størst succes med inficering. Dog er resultatene for milt og fæces hos de enkelte mus rimelige ens. 
4.4 Statistik 
Der blev udført t-tests mellem de forskellige grupper, for at undersøge om der var en forskel i resul-
taterne mellem disse grupper. Hvis der havde været signifikant forskel mellem data, ville P-værdien 
være lavere end den satte grænse på 5% (α = 0,05). Tabel 6 viser, at der ikke er nogen signifikant 
forskel, undtaget i gruppe 5, hvilket betyder at dataen fra forsøgene ikke kan konkluderes at være 
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forskellige, og en gruppe er ikke bedre end den gruppe, der er sammenlignet med (henfør gruppe 2 
sammenlignet med gruppe 4, samt gruppe 4 sammenlignet med gruppe 5).  
Tabel 6: En samlet oversigt over de forskellige P-værdier som de udførte T-tests giver. 
Testede grupper P-værdi (fæces) P-værdi (milt) 
Gruppe 2 sammenlignet med gruppe 4 0,7040 0,3683 
Gruppe 4 sammenlignet med gruppe 5 0.3274 - 
Gruppe 2 sammenlignet med værdien 1 0,3860 0,4960 
Gruppe 4 sammenlignet med værdien 1 0,3525 0,3282 
Gruppe 5 sammenlignet med værdien 1 0,0001 - 
 
5. Diskussion 
De forudgående forventninger til resultaterne var, at salmonellastammerne med SNP-mutationen ville 
klare sig bedre end vildtypen, samt at salmonellastammerne med inaktiverede SPI-1 og -2 gener, ikke 
ville være i stand til at kolonisere sig i milten, og at Nramp1+/+ musene ikke vil være lige så inficeret 
og påvirket af infektionen som Nramp1-/- musene. Det er kun hypotesen omkring SPI-generne, der 
synes at kunne bekræftes. 
Den følgende figur (fig. 9) illustrerer hvordan de forskellige mussegrupper bliver sammenlignet, hvil-
ket ligger til grund for den efterfølgende diskussion, hvor resultater gennemgåes i forhold til forud-
gående forventninger. 
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Figur 9: Illustration viser de fire sammenligninger af grupperne imellem(sammenligning A, B, C og D), der anvendes i 
diskussionen. Desuden diskuteres det overordnet, hvordan SNP-mutationen klarer sig overfor vildtypen i alle grup-
perne. (10) 
5.1 Sammenligning A - Gruppe 2 og 3, begge med inaktivt Nramp1, gruppe 3 har derudover 
fået slået SPI ud 
Begge grupper har nedsat immunforsvar, da Nramp1 er inaktiveret. Forskellen på de to grupper, af-
spejles i de salmonellastammer de blev inficeret med. Gruppe 2 er inficeret med en Salmonella hvor 
SPI-generne er aktive, hvilket gør salmonellabakterierne betydeligt mere virulente, i forhold til 
gruppe 3 hvor SPI-generne er inaktiveret. Det forventedes, at gruppe 2 viste større tegn på  kolonise-
ring, da musene havde et nedsat immunforsvar, samt en mere virulent salmonellastamme. Gruppe 3 
forventedes, at vise ingen eller minimal kolonisering, også selvom inaktiveringen af Nramp1 er taget 
i betragtning. Dette skyldes, at de salmonellastammer der blev inficeret med, ikke indeholder SPI, 
hvilket medfører, at virulensen er betydeligt mindre.  
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Gruppe 2 viste tegn på kolonisering, hvorimod gruppe 3 ikke viste tegn på kolonisering af salmonel-
lastammerne. Dermed er betydningen og vigtigheden af SPI-generne påvist, da salmonellastammerne 
med inaktivt SPI, slet ikke kan kolonisere sig, selvom immunforsvaret i værten er svækket ved inak-
tiveret Nramp1. 
5.2 Sammenligning B - Gruppe 3 og 5, begge har fået slået SPI ud, gruppe 5 har aktivt 
Nramp1 og gruppe 3 har inaktivt Nramp 1 
Det blev forventet, at begge grupper ville have ingen eller minimal kolonisering, da de manglende 
virulensgener har en essentiel betydning for koloniseringen, som set i sammenligning A. Hvis infek-
tion alligevel forekommer, ville der i gruppe 3, ses en mere virulent kolonisering, da Nramp1 her er 
inaktiveret.  
Resultaterne viser en forskel i CFU(fig. 5) mellem de to grupper. I gruppe 3 er der ingen resultater, 
hvorimod i gruppe 5 er der påvist en smule infektion i musenes tarme. Ifølge teorien bag funktionen 
af Nramp1, burde salmonellakoloniseringen være lavere hos gruppe 5 i forhold til gruppe 3, grundet 
Nramp1s forsvarsmekanisme. Dog viser forsøgsresultaterne det omvendte, altså at den smule infice-
ring der ses, er i gruppe 5 der har aktivt Nramp1, og ikke i gruppe 3, der har inaktivt Nramp1. 
5.3 Sammenligning C - Gruppe 4 og 5, begge med aktivt Nramp1, gruppe 5 har derudover 
fået slået SPI ud 
Med aktivt Nramp1, forventes det, at værtens immunforsvar nedkæmper salmonellastammernes infi-
cering og koloniseringen bør være ligeledes lav. Med udgangspunkt i sammenligning A, burde der 
ikke ses nogen infektion i gruppe 5, da virulensgenerne er inaktiverede. 
Gruppe 4 viser tegn på kolonisering. I sammenligning D vil Nramp1-genets betydning for inficerin-
gen blive gennemgået. Den smule inficering der ses i gruppe 5, kan skyldes at salmonellastammerne, 
i den anvendte musetype, har haft mulighed for at kolonisere sig, uden at danne inflammation først. 
Det kan også diskuteres, om andre SPI-gener har haft indflydelse. Ifølge teorien har S. Typhimurium 
21 forskellige SPI-typer, og det kan tænkes, at disse andre SPI-typer har været i stand til at “overtage” 
nogle af SPI-1 og SPI-2s funktioner efter de er blevet inaktiveret, og dermed har salmonellastam-
merne været i stand til at kolonisere sig alligevel. Til slut, er det også værd at overveje, om helt andre 
gener muligvis kan have indflydelse på kolonisering, ligesom SPI-generne har det. 
Dette er dog ikke er undersøgt yderligere i dette projekt.  
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5.4 Sammenligning D - Gruppe 2 og 4, hvor den eneste forskel er, at gruppe 2 har inaktivt 
Nramp1 og gruppe 4 har aktivt Nramp1 
Det forventedes, ligesom i sammenligning B, at Nramp1 havde en hæmmende effekt på koloniserin-
gen.  
Resultaterne for CFU(fig. 5) viser heller ikke nogen tydelig forskel i koloniseringen i de to forskellige 
grupper, hvilket ikke stemmer overens med forventningen. Derfor kan der ikke argumenteres for, at 
Nramp1 har en effekt på koloniseringen, ud fra denne sammenligning. 
Sammenligner man istedet resultaterne for de enkelte mus i hver gruppe, er der inden for hver enkelte 
gruppe så meget forskel på resultaterne for de forskellige mus, at det kan diskuteres hvor valide disse 
resultater er, eftersom der er så meget forskel på hver enkelte mus i samme gruppe, der ellers burde 
vise forholdsvis ens resultater. 
5.5 Sammenligning af vildtype vs SNP-stammen  
Resultaterne for gruppe 2 med inaktivt Nramp1, indikerer at vildtypen har haft størst succes i kolo-
niseringen af tarm og milt i denne gruppe, mens kdgR-SNP-stammen har haft størst succes med ko-
lonisering i gruppe 4 med aktivt Nramp1. Dette kan muligvis indikere, at kdgR-SNP har høj be-
kæmpelsesrate overfor Nramp1, i forhold til vildtypen. Hvis dette dog var det reelle tilfælde, burde 
kdgR-SNP dog også have klaret sig bedre i koloniseringen i gruppe 2, i forhold til foregående teori 
der er gennemgået.  
Vi forventede at se, at kdgR-SNP ville være dominant i koloniseringen og infektion af milten, og 
især af tarmen. Men ingen af vores data, har kunnet give en tydelig indikation på, at kdgR-SNP har 
en fordel, eller omvendt, at vildtypen er den stamme der klarer sig bedst.  
Det kunne være interessant, at foretage nye forsøg med de samme vildtype- og kdgR-SNP-stammer, 
på mus der enten er opdrættet bakteriefrie, eller på mus der forinden inficering har undergået en an-
tibiotikabehandling. Her ville effektiviteten og udkonkurreringen, af de to forskellige bakteriestam-
mer, kunne aflæses tydeligere. 
5.6 Anvendelsen af mus samt metode til inficering 
I forhold til inficeringen af musene, kan det diskuteres om metoden er grebet forkert an. I foregående 
forsøg (13) blev musene injekteret direkte i bughulen, hvilket har givet salmonellastammerne en stor 
fordel, i forhold til direkte at inficere milt og lever. De foregående forsøg viste også, at vildtype og 
kdgR-SNP koloniserede sig 50/50 i milt og lever, mens at kdgR-SNP udkonkurrerede vildtypen fuld-
stændigt i koloniseringen af tarmen. 
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De mus der blev anvendt i dette forsøg, blev oralt inficeret med salmonellastammerne, og derfor er 
koloniseringen sket i omvendt rækkefølge i forhold til foregående forsøg (13). Dette betyder, at bak-
terierne har skullet overleve gennem værtens mave-tarmsystem, og samtidig stå imod værtens im-
munsystem. Det er værd at bemærke, at musene ikke var blevet inficeret på tom mave, da tidligere 
forsøg på mennesker har vist, at ved indtagelse af mad sammen med inficeringen, beskyttes bakteri-
erne mod syreindholdet i mavesækken (28).Til gengæld kan det diskuteres, om bakterierne i den vi-
dere fordøjelse i tarmsystemet, har haft sværere ved at kolonisere sig, da det fordøjede foder kan have 
ført bakterierne direkte videre ud med afføringen.  
Den type mus der blev anvendt i dette forsøg, var ikke af samme “afstamning” som de mus der blev 
anvendt i forudgående forsøg (13). I ovenstående teori(afsnit 1.2), beskrives vigtigheden af mikro-
biota, og at bekæmpning af infektioner, er stærkt afhængig af sammensætningen. Det kan umiddelbart 
ikke udelukkes, at selvom laboratoriemus er ens opdrættet, kan mikrobiotasammensætningen have 
været forskellig. Nyere forskning (29) viser, at mikrobiota varierer i laboratoriemus over tid, og at 
burforhold og fragtning af dyrene, også spiller en rolle i dennes sammensætning. Derfor kan der ar-
gumenteres for, at musene anvendt i dette forsøg, kan have haft betydelige forskelle i deres mikro-
biota, og der derfor ses andre resultater end i det forudgående forsøg (13).  
5.7 Resultatberegning og forslag til hvad der kunne være gjort anderledes 
De udførte t-tests giver P-værdier, der indikerer, at der ikke er forskel på de sammenlignede data, og 
derfor kan det ikke konkluderes, at nogle af de valgte sammensætninger er bedre end andre. Det er 
kun P-værdien for gruppe 5, sammenlignet med 1, der giver en P-værdi under den tilladte grænse-
værdi på 0,05, og det kan konkluderes, at data er forskellig fra 1. Som beskrevet tidligere, er der ved 
P=1 ingen forskel i de to salmonellastammers kolonisering, ved P<1 er det vildtypen der har haft 
størst dominans, og P>1 er det vildtypen. Resultatet herfra indikerer - at gældende for gruppe 5 - er 
vildtypen den mest koloniserende.   
Ser man eksempelvis på sammenligning B, var der ingen resultater for gruppe 3, og det var derfor 
ikke muligt at lave t-test, hvor disse to grupper blev sammenlignet. Derfor kan det ikke konkluderes, 
om disse forskelle er tilfældige eller ej, da der ikke kan beregnes en P-værdi, der kan indikere dette. 
Som følge af dette, kan der i stedet argumenteres for, at den forskel der ses mellem de to grupper er 
et tilfælde, da det ikke stemmer overens med teorien om at gruppe 5 med aktivt Nramp1, er den 
gruppe der burde vise tegn på infektion, og ikke gruppe 3 med inaktivt Nramp1. Havde det været 
muligt at lave en t-test, ville P-værdien sandsynligvis have indikeret at resultatet var en tilfældighed, 
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især på baggrund af, at alle de andre beregnede P-værdier har indikeret, at de andre resultater har 
været tilfældige. Derfor kan man delvist konkludere, at når vi ser Nramp1 resultater, der er modsat 
vores forudgående forventning, skyldes dette tilfældigheder, og derfor kan hypotesen nødvendigvis 
ikke afvises. 
Forsøget kræver flere gentagelser, for at der kan konkluderes på data. Hvis flere mus anvendes af 
flere forsøgsomgange, kan eventuelle tekniske fejl elimineres. Da mange af forsøgsresultaterne ikke 
var succesfulde i dette projekt, kan der som årsag til dette ikke udelukkes tekniske - og menneskelige 
- fejl.  
Desuden er der en større chance for at få flere valide resultater, når der er flere data. Hvis forsøgsre-
sultater bliver ved med at være mindre succesfulde og overbevisende, er der stor indikation på, at 
hypotese og teori bag forsøgene kan afkræftes, og omvendt kan flere forsøg fjerne bias og give de 
resultater, som der ud fra teorien forventes. 
Konklusion 
Det konkluderes ud fra resultaterne, at Salmonella ikke har mulighed for at kolonisere sig hverken i 
tarm eller milt, når dens virulensgener SPI-1 og SPI-2 er inaktiveret. Selvom der ses svage indikati-
oner på kolonisering i gruppe 5, er disse stadig langt lavere end de indikationer på kolonisering der 
ses, i de mus der er blevet inficeret med Salmonella med aktive virulensgener. Det kan derfor stadig 
konkluderes, at SPI-1 og SPI-2 har en væsentlig betydning for Salmonellas evne til at kolonisere sig. 
Der forventedes ud fra forrige studie “Salmonella Typhimurium undergoes distinct genetic adaption 
during chronic infections of mice” at salmonellastammerne med SNP-mutationen, ville være mere 
virulente end vildtypen, særligt i tarmen. Dette ses ikke af resultaterne for dette projekt, derfor skal 
yderligere, og muligvis ændrede, forsøg udføres før, at denne hypotese kan be- eller afkræftes helt. 
Ligeledes giver resultaterne for dette forsøg, heller ikke de forventede resultater i forhold til, at mus 
med inaktiveret Nramp1-gen vil blive hårdere ramt af salmonellainfektionen, end de mus med et 
aktivt Nramp1-gen. Derfor skal der også her udføres yderligere, og muligvis ændrede, forsøg, før 
denne hypotese kan be- eller afkræftes. 
Generelt har alle resultater for dette forsøg været meget diffuse, så en endelig be- eller afkræftelse af 
alle tre hypoteser, bør først foretages efter nye forsøg er udført. 
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Bilag 
Bilag 1: Tabeller med resultater 
Tabel 7: Gruppe 2, wt og kdgR-SNP i C57Bl/6 
Gruppe 2 
 
Mus 
Fæces Milt 
CFU Wt/SNP Comp. index CFU Wt/SNP Comp. index 
1 6x106 2/38 38,67 1x107 7/33 7,86 
2 1,84x105 36/4 0,19 8,9x106 37/3 0,14 
3 - - - - - - 
4 3x106 40/1 0,042 4,17x107 30/10 0,55 
5 5,2x103 26/14 0,9 3,07x107 27/13 0,8 
 
Tabel 8: Gruppe 3, SPI-wt og SPI-kdgR-SNP i C57Bl/6 
Gruppe 3 
 
Mus 
Fæces Milt 
CFU Wt/SNP Comp. index CFU Wt/SNP Comp. index 
1 - - - - - - 
2 - - - - - - 
3 - - - - - - 
4 - - - - - - 
5 - - - - - - 
 
Tabel 9: Gruppe 4, wt og kdgR-SNP i C3H 
Gruppe 4 
 
Mus 
Fæces Milt 
CFU Wt/SNP Comp. index CFU Wt/SNP Comp. index 
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1 8x106 40/1 0,042 7,6x107 19/21 1,84 
2 6,4x105 19/21 1,84 1,3x105 24/16 1,11 
3 - - - - - - 
4 7,6x105 21/19 1,51 6,9x104 14/26 3,1 
5 4,72x105 1/40 66,67 9,02x107 1/39 65 
 
Tabel 10: Gruppe 5, SPI-wt og SPI-kdgR-SNP i C3H 
Gruppe 5 
 
Mus 
Fæces Milt 
CFU Wt/SNP Comp. index CFU Wt/SNP Comp. index 
1 8,5x103 92/8 0,082 - - - 
2 - 13/1 0,072 - - - 
3 1,1x103 79/1 0,012 - - - 
4 - - - 100 - - 
5 - 100/1 0,0094 100 - - 
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Bilag 2: Billeder af geler 
 
 
 
Figur 8: Gr. 2 Mus 4 - Milt 
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Figur 9: Gr. 4 mus 1 - milt 
 
 
Figur 10: Gr. 2 mus 2 - fæces 
 
 
Figur 11: Gr. 2 mus 1 - milt 
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Figur 12: Gr. 2 mus 2 - fæces 
 
 
Figur 13: Gr. 2 mus 2 - milt 
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Figur 14: Gr. 2 mus 4 - fæces 
 
Roskilde Universitet – 4. semester – fagmodulprojekt i medicinalbiologi 
Studier af KgdR-SNP hos S. Tyhpimurium, samt SPI-genernes vigtighed for kolonisering 
Alisha S. Chauhan, Malene S. H. Pedersen, Nadia K. Hansen, Rebin Maaruf og Tine B. Hansen 
 
Side 40 af 48 
 
 
Figur 15: Gr. 4 mus 1 - fæces 
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Figur 16: Gr. 4 mus 2 
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Figur 17: Gr. 4 mus 2 - milt 
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Figur 18: Gr. 4 mus 4 - milt 
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Figur 19: Gr. 2 mus 2 fæces + Gr. 2 mus 2 - milt 
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Figur 20: Gr. 2 mus 4 - milt + Gr. 2 mus 4 - fæces 
 
 
Figur 21: Gr. 4 mus 1 - fæces(Tag 2) 
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Figur 22: Gr. 4 mus 5 - fæces 
 
 
Figur 23: Gr. 4 mus 5 - milt 
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Figur 24: Gr. 2 mus 5 - fæces 
 
 
Figur 25: Gr. 2 mus 5 - fæces(tag 2) 
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Figur 26: Gr. 2 mus 5 - milt 
 
